hBD-1 and hBD-2 are expressed in cervico-vaginal lavage in female genital tract due to microbial infections by Wiechuła, Barbara et al.
Nr 4/2010268
P R A C E  O R Y G I N A L N E
  g in eko l og ia
    
Ginekol Pol. 2010, 81, 268-271
Ekspresja hBD-1 i hBD-2 w popłuczynach 
pochwowo-szyjkowych z dróg rodnych kobiet 
w stanach zapalnych wywołanych 
drobnoustrojami
hBD-1 and hBD-2 are expressed in cervico-vaginal lavage in female genital 
tract due to microbial infections 
Wiechuła	Barbara1,	Cholewa	Krzysztof2,	Ekiel	Alicja1,	Romanik	Małgorzata1,	
Doleżych	Hanna1,	Martirosian	Gayane1*,3
1 Katedra i Zakład Mikrobiologii Lekarskiej Śląskiego Uniwersytetu Medycznego
2 Katedra i Zakład Biochemii Śląskiego Uniwersytetu Medycznego
3 Katedra Histologii i Embriologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
 Streszczenie
Cel pracy: Określenie wpływu drobnoustrojów na obecność wybranych ludzkich β-defensyn (hBD-1, hBD-2) 
poprzez ocenę ilościową w popłuczynach pochwowo-szyjkowych (CVL – cervico-vaginal lavage) kobiet z: 
kandidiazą, chlamydiozą i innymi zakażeniami bakteryjnymi.
Materiał i metody: β-defensyny były wykrywane ilościowo za pomocą RT-PCR (7000 Taqman, Applied 
Biosystems) w popłuczynach pochwowo-szyjkowych pobranych od 120 (79 – grupa badana i 41 – grupa kontrolna) 
nieciężarnych kobiet w wieku 18-40 (średnia wieku 28,5 ±6,29). Pacjentki z grupy badanej były podzielone na trzy 
podgrupy na podstawie diagnozy klinicznej i mikrobiologicznej: kobiety z kandidiazą (n=13); z chlamydiozą (n=13) 
i innymi zakażeniami bakteryjnymi (n=12).
Wyniki: Największą liczbę kopii/μg całkowitego RNA hBD-1 zaobserwowano w grupie z zakażeniem bakteryjnym 
oraz kandidiazą (odpowiednio 335,84 i 320,10), a hBD-2 – w chlamydiozie. Różnica pomiędzy liczbą kopii hBD-1/
μg całkowitego RNA w grupach: z kandidiazą, z chlamydiozą, oraz w grupie, w której wyhodowano potencjalnie 
patogenne bakterie była istotna statystycznie; dla hBD-2 znamienność statystyczną odnotowano w chlamydiozie.
Wnioski: Zakażenie Chlamydia trachomatis pobudza znacząco wydzielanie hBD-2. Zakażenia Candida albicans, 
Chlamydia trachomatis oraz bakteryjne indukują zmienny wzrost hBD-1.
 
 Słowa kluczowe: beta-defensyny / popłuczyny pochwowe / hBD-1 / hBD-2 /  
    / stan zapalny szyjki macicy / stan zapalny pochwy / 
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Wstęp
β-defensyny	 należą	 do	 grupy	 peptydów	 antydrobnoustro-
jowych	 (AMP	–	antimicrobial peptide)	wydzielanych	w	odpo-
wiedzi	 na	 zakażenie	 drobnoustrojami,	 mających	 zdolność	 do	









zapalnych)	 oraz	 hBD5-6	 –	 pochodzące	 z	 jelitowych	 komórek	 
Panetha	[2,	3,	4].
Działanie	 antydrobnoustrojowe	 defensyn	 jest	 wybiórcze:	
indukcja	ekspresji	hBD-2	i	względna	tolerancja	umożliwia	nie-
którym	 bakteriom	 przetrwanie	 i	 modulację	 ekspresji	 hBD-2,	






pochwy	 ze	względu	 na	 uporczywe	 objawy	 (świąd,	 upławy)	 są	












kobiet	 są	 m.in.:	 Candida albicans (C. albicans),	 Chlamydia 
trachomatis	 (C. trachomatis),	 GBS	 (Group B Streptococci),	
Staphylococcus aureus,	Escherichia coli,	Enterococcus faecalis,	
Trichomonas vaginalis	i	mykoplazmy	urogenitalne.	Około	35%	
stanów	 zapalnych	 w	 obrębie	 dróg	 rodnych	 kobiet	 w	 Polsce	













Celem	 pracy	 było	 określenie	 wpływu	 drobnoustrojów	 na	
obecność	 wybranych	 β-defensyn	 (hBD-1,	 hBD-2)	 poprzez	 ich	
ocenę	ilościową	w	popłuczynach	pochwowo-szyjkowych	(CVL	





stających	 pod	 opieką	 poradni	K	 lub	 hospitalizowanych	 (zgoda	
Komisji	Bioetycznej	SUM	nr	NN-6501-113/04).	
Kryteriami	włączenia	 do	 badania	 były	 także	 faza	 lutealna	
cyklu	 miesiączkowego	 (15-28	 dzień	 cyklu),	 rozpoznany	 stan	
zapalny	pochwy	i/lub	szyjki	macicy	przez	lekarza	ginekologa.	
Kryteriami	wyłączenia	z	badań	były:	brak	zgody	pacjentki	
na	 przeprowadzenie	 badań,	 stosowanie	 przez	 pacjentkę	
antybiotyków,	 chemioterapeutyków	 przeciwbakteryjnych	 i/
lub	 przeciwgrzybiczych	 doustnie	 lub	 dopochwowo	 3	 tygodnie	
przed	 badaniem,	 miesiączka,	 ciąża,	 niepowstrzymanie	 się	 od	
stosunków	 płciowych	 na	 3	 dni	 przed	 badaniem,	 stwierdzona	
choroba	 nowotworowa	 u	 pacjentki,	 cukrzyca	 lub	 schorzenia	
autoimmunologiczne.	
 Abstract
Objectives: The aim of this study was to evaluate and compare concentration of selected human β-defensins 
(hBD-1, hBD-2) in cervico-vaginal lavage (CVL), obtained from women with candidiasis, chlamydiasis and other 
bacterial infections.
Material and methods: β-defensins were detected quantitatively by RT-PCR (7000 Taqman, Applied Biosystems) 
in cervico-vaginal lavage collected from 120 (79 women in the study group and 41 controls) non-pregnant women, 
aged 18-40 (mean age 28.5±6.29). The study group patients were divided into three subgroups on the basis of 
clinical and microbiological diagnosis: women with candidiasis (n=13); with chlamydiasis (n=13), and with other 
bacterial infections (n=12).
Results: The highest count of hBD-1 RNA copies was found in women with bacterial infections and candidiasis 
(335.84 and 320.10 respectively), and hBD-2 – with chlamydiasis. The difference between RNA copies of hBD-
1/μg in candidiasis, chlamydiasis and bacterial pathogens was statistically significant; for hBD-2 only in case of 
chlamydiasis. 
Conclusions: Chlamydia trachomatis infection activates the production of hBD-2. Candida albicans, Chlamydia 
trachomatis, and bacterial pathogens induced variable increases of hBD-1 concentration. 
 Key words: beta-defensins / vaginal lavage / hBD-1 protein / hBD-2 protein / 
         / cervicitis / vaginitis / 
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pacjentki	 z	 podejrzeniem	 zakażenia	1.	 Candida	 spp.	 –	
obecność	białawo-kremowych	upławów,	stanu	zapalnego	
błony	 śluzowej	 pochwy,	 pH	 pochwy	 ≤4,5	 oraz	 test	
aminowy	ujemny	(n=22),
pacjentki	 z	 podejrzeniem	 zakażenia	2.	 Chlamydia 
trachomatis	 –	 obecność	 śluzowo-ropnego	 zapalenia	
szyjki	macicy	 z	 ektopią	 lub	bez,	 pH	pochwy	≥4,5	oraz	
test	aminowy	ujemny	(n=22),
pacjentki	 z	 podejrzeniem	AV	 (kryteria	Dondersa	 –	 stan	3.	
zapalny	 śluzówki	 pochwy,	 ropne	 żółtawe	 upławy,	 pH	
pochwy	≥4,5	oraz	test	aminowy	ujemny)	i	BV	(3	kryteria	





sadami	 obowiązującymi	 w	 mikrobiologii.	 Wymaz	 z	 pochwy	
wykorzystano	do	wykluczenia	obecności	mykoplazm	urogenital-
nych	z	użyciem	Mycoplasma	IST	2	 (bioMérieux,	Francja),	zaś	
wymazy	 z	 szyjki	macicy	do	wykonania	 testu	Chlamydia	Dire-







Popłuczyny	 pochwowo-szyjkowe	 otrzymywano	 poprzez	
wprowadzenie	5ml	PBS	jałową	strzykawką	do	pochwy	i	ponow-
nej	aspiracji	płynnej	zawartości.	Uzyskane	popłuczyny	poddano	
wirowaniu	 przy	 x1000obr./min.	 przez	 10min.	 w	 temperaturze	
4°C.	 Z	 osadu	 uzyskanego	 po	 odwirowaniu	CVL	wyizolowano	
RNA	metodą	Chomczyńskiego	i	Sacchi	[14].	Zawartość	wyeks-
trahowanego	RNA	zmierzono	spektrofotometrycznie	za	pomocą	
spektrofotometru	 Gene	 Quant	 II	 (Amersham	 Biosciences	 Inc.,	
USA),	 po	 czym	 wszystkie	 próbki	 doprowadzono	 do	 0,2μg/μl	
RNA.
Otrzymany	podczas	ekstrakcji	RNA	stanowił	matrycę	w	re-


















Do	 wykonania	 oznaczenia	 użyto	 TaqMan	 universal	 PCR	


















Największą	 średnią	 liczbę	 kopii	 na	 μg	 całkowitego	 RNA	
hBD-1	zaobserwowano	w	grupie	kobiet	z	zakażeniem	bakteryj-
nym	oraz	kobiet,	u	których	wyhodowano	C. albicans	(odpowied-
nio	 335,84	 i	 320,10	 kopii/μg	 całkowitego	 RNA).	 Największą	


















znacznie	 niższą	 liczbę	 kopii/μg	 całkowitego	 RNA	 dla	 hBD-1	 
(średnio	 37,96)	 niż	 hBD-2	 –	 średnio	 507,74	 kopii.	 Również	




Badania	 tego	 zespołu	 wykazały	 znaczące	 pobudzenie	 syntezy	
mRNA	hBD-2	przez	Lactobacillus jensenii,	typowego	składnika	
flory	 fizjologicznej	 pochwy,	 w	 hodowli	 in vitro	 ludzkiego	
nabłonka	 pochwy,	 co	 może	 być	 przyczyną	 zróżnicowania	
poziomu	tych	defensyn	w	warunkach	fizjologicznych.
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kościowych	 mikroflory	 pochwy,	 jest	 także	 związana	 z	 miej-
scowym	 upośledzeniem	 funkcjonowania	 wrodzonego	 systemu	











Zaobserwowana	 przez	 nas	 zmienność	 ekspresji	 hBD-1	
i	 hBD-2	w	CVL	wynika	 z	 faktu,	 iż	wydzielanie	 defensyn	 jest	
ściśle	uwarunkowane	budową	drobnoustroju	(w	głównej	mierze	
zawartością	LPS	i	peptydoglikanów	w	ścianach	komórkowych,	
bowiem	niska	 zawartość	 ułatwia	 działanie	AMP),	 a	 także	 jego	






Zakażenie	1.	 Chlamydia trachomatis	 pobudza	 znacząco	
wydzielanie	hBD-2.
Zakażenia	2.	 Candida albicans, Chlamydia trachomatis	oraz	
bakteryjne	indukują	zmienny	wzrost	hBD-1.
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Rycina 1. Analiza liczby kopii hBD-1 w popłuczynach pochwowo-szyjkowych  
z wykorzystaniem RT-PCR.
 
Rycina 2. Analiza liczby kopii hBD-2 w popłuczynach pochwowo-szyjkowych  
z wykorzystaniem RT-PCR.
